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(57) Abstract 

A cosmetic or pharmaceutical and particularly dermatological composition containing a cosmetically or pharmac eutically and 
particularly dermatologically effective amount of an extract of a plant of genus Tephrosia, particulariy an extract of species Tephiosia 
purpurea. It has been discovered that the Tephrosia genus plant extract is useful for preparing a cosmetic or pharmaceutical and particularly 
dermatological composition having slimming, pigmenting, anti-ageing or anti-inflammatory activity in particular. 

(57) Abrege 

La presents invention concerne une composition cosmetique ou pharmaceutique, notamment dermatologique. Cette composition est 
caractensee en ce qu'elle comprend une quantite* cosmetiquement ou pharmaceutiquement, notamment dermatologiquement, efficace d'un 
extrait de la plante du genre Tephrosia, en particuUer un extrait de Fespece Tephrosia purpurea. Selon 1* invention il a 6te decouvert 
que 1' extrait de la plante du genre Tephrosia etait utile pour la preparation d*une composition cosm6tique, pharmaceutique, notamment 
dermatologique, en particulier presentant une activity d * amincissement corporel, pigmentante, antivieillissement ou anti-inflammatoire. 
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Composition cosmetique ou pharmaceutiau e. notamment dermatologique. 
contenant un extrait de Tephrosia. en particu lier Tephrosia purpurea. 

La prdsente invention conccrne essenticllement l'utiiisation d'un extrait 
5 de Tephrosia, en particulier Tephrosia purpurea pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique, notamment dermatologique, ou comme agent 
cosmetique, et un procede de traitement cosmetique en comportant application. 

Les plantes du genre Tephrosia sont des plantes subtropicales 
largcment distributes notamment en Inde ou au Sri Lanka. 

10 Une espece particulierement preferee dans le cadre de I'invention dans 

le genre Tephrosia est la plante de l'espece Tephrosia purpurea. Cest une plante 
perenne de 30 a 100 cm de haut donnant par gousse 4 a 6graines et ayant des 
fleurs rouges. L'espece Tephrosia purpurea est surtout connue en Inde et est 
essentiellement connue en medecine Ayurvedique, c'est-a-dire a medecine 

15 traditionnelle indienne. Differentes parties ont et6 utilis6es pour le traitement de 
di verses maladies, bronchites, maladies du foie et du rein, purification du sang 
(voir article de Pandey dans Quart. J. Crude Drug Res. 13, (1975), pages 65-68). 
Les graines de Tephrosia purpurea ont egalement ete utilisees dans le cas d'une 
activite hypoglycemique (voir article de Rahman et al. dans Indian J. Med. Res. 81, 

20 avril 1985, pages 418-421). On connait encore Tactivite antimicrobienne in vitro 
de Tephrosia purpurea (voir article de Agarwal et al. dans Indian J. Physiol, 
Pharmac. vol. 31, nM, d'octobre-decembre 1987, pages 284-286), a partir 
d'extrait de racine a l'alcool a 90 % dans un appareil de Soxhlet. 

Apres des recherches intensives sur la plante du genre Tephrosia, et en 

25 particulier de l'espece Tephrosia purpurea, les presents inventeurs ont decouvert de 
maniere inattendue que des extraits, en particulier de graines de plante Tephrosia, 
notamment de Tephrosia purpurea, presentent une activite de stimulation puissante 
de Tenzyme adenylate cyclase. On sait que cette enzyme transforme l'ATP en 
AMPc et pyrophosphate. Grace a cette activite, les extraits du genre Tephrosia, en 

30 particulier de l'espece Tephrosia purpurea, sont precieux pour une application en 
cosmetique ou en pharmacie, notamment en dermatologie, dans une activite 
d'amincissement corporel, dans une activite anti-inflammatoire, dans une activite 
pigmentante par action sur les melanocytes et une activite antivieillissement. 

35 
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Ainsi, selon un premier aspect ,1a presente invention couvre l'utiiisa- 
tion d'un extrait de la plante du genre Tephrosia, en particulier de l'espece 
Tephrosia purpurea, comme substance active pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique, notamment dermatologique, ayant une activite de 
5 stimulation de l'enzyme adenylate cyclase, une activite amincissante, une activit6 
anti-inflammatoire, une activite pigmentante et une activite anti-vieitlissement, en 
particulier par voie topique, 6ventuellement dans un support, v6hicule ou excipient 
pharmaceutiquement, notamment dermatologiquement, acceptable. 

L'invention couvre egalement l'utiiisation de l'extrait de la plante du 
10 genre Tephrosia, en particulier l'espece Tephrosia purpurea, comme agent cosme- 
tique pour stimulcr l'enzyme adenylate cyclase, pour obtenir un effet d'amincisse- 
ment corporei, pour obtenir un effet pigmentant ou pour obtenir un effet anti- 
vieillissement, en particulier par voie topique. 

Selon un mode de realisation avantageux, l'extrait precite est un extrait 
15 de graines de la plante Tephrosia, en particulier un extrait de graine de l'espece 
Tephrosia purpurea. 

II est a noter que la plante Tephrosia purpurea est egalement connue, 
notamment d'apres la base de donnees NAPRALERT® sous les noms synonymes 
suivants : Cracca purpurea, Galeduba lanCeaefolia, Galeduba purpurea, Galepa 
20 tinctoria, Tephrosia galegoides, Tephrosia indigofera, Tephrosia lobata, Tephrosia 
maxima, qui sont naturellement couverts par la pr&ente invention. 

Selon un mode de realisation avantageux, cet extrait de graines est un 
extrait hydroalcoolique avec un alcool en Ci~C6 lineaire ou ramifie cyclique. Un 
alcool particulierement pr6fere est le methanol ou l'ethanol. Les proportions 
25 relatives eau-alcool peuvent varier dans de larges limites. On prefere cependant les 
proportions relatives en volume sensiblement egales. 

Selon un deuxieme aspect, la presente invention couvre egalement un 
procede de traitement cosmdtique pour obtenir une stimulation de l'enzyme 
adenylate cyclase, pour obtenir un effet d'amincissement corporei, pour obtenir un 
30 effet pigmentant ou un effet anti-vieillissement, caracterise en ce qu'il comprend 
l'application par voie topique sur des zones concemees d'un patient, en particulier 
T'epidenne Ou les cheveux, d'une quantite cosmetiquement efficace d'un extrait de 
la plante du genre Tephrosia, en particulier de l'espece Tephrosia purpurea, 
eventuellement dans un excipient, support ou vehicule cosmetiquement acceptable. 
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Dans Tun quelconque des aspects precedents, selon un mode de 
r6alisation avantageux, on utiliseia de 0,001 a 5 %, de preference 0,01 a 5 %, en 
poids d'extrait par rapport au poids total de la composition. 

D'autres buts, avantages de l'invention apparaitront clairement a la 
5 lumiere de la description explicative qui va suivre faite en reference a divers 
exemples de realisation de l'invention donn6s simplement a titre d'illustration et 
qui ne sauraient done en aucune fa;on limiter la portee de l'invention. Dans la 
description et les revendications, sauf indication contraire, les pourcentages sont 
donnes en poids. 

10 

EXEMPLE 1 

Fabrication de l'extrait de la plante de l'extrait Tephrosi a purpurea 

On prend 1 000 g de graines de Tephrosia purpurea achetees dans ie 
15 commerce que Ton broie et tamise a 1 mm. On laisse macerer 24 h dans 5 1 de 
solvant d'extraction hydroalcoolique constitue ici par un melange methanol-eau a 
50/50 V/V. 

On porte ensuite a ebullition sous reflux pendant 1 h. 

On filtre ensuite sur papier, eventuellement sous pression. On lave au 
20 mdthanol firoid. 

Le filtrat est ensuite evapore sous vide jusqu'a disparition totale de 
Talcool et de Teau. 

On pese le residu, soit 80,11 g d'extrait d'aspect heterogene 
cdmprenant un cristalloide clair et une pate foncee. 
25 Cet extrait brut contient environ 50 % de matieres seches et 50 % de 

solvants residu els. 

II peut etre davantage purifie selon les methodes ciassiques bien 
connues a Thomme de Tart ou etre utilise tel quel. 

30 EXEMPLE 2 

On prend 2,365 kg de graines de la plante Tephrosia purpurea 
disponible dans le commerce que Ton broie et tamise a 1mm puis que Ton 
degraisse avec de Tether de petrole. 

Les graines broyees degraissees sont ensuite extraites dzms un appareil 
35 de Soxhlet d'environ 10 1 d ! ethanol pendant 2 h. 
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Apres evaporation du solvant, on obtient un residu se presentant sous 
forme d'une gomme brunatre pesant environ 58 g. 

F.YKMPLE3 

5 

ytiljsalioj] ggaEu! & J^SS^ mm& P""" fflgts en evident la stimulation 
Hp. I'activite a denylate cyclase. 

Certaines substances servent de messager intracellulaire et, de par ce 
fait, sont des constituants cellulaires essentiels qui adaptent le fonctionnement des 
10 cellules aux besoins de l'organisme. Parmi ces messages l'on trouve l'adenosme 
3',5' qui est un monophosphate cyclique (AMPc). Le metabolisme de cette 
molecule se fait a partir de l'ad6nosine 3',5'-triphosphate grace a une enzyme 
appelee l'adenylate cyclase. 

Le principe reactionnel est le suivant : 

15 

ATp Adenylate _^ AMpc + pyrophosphate 
cyclase 

Principe 

On obtient d'abord des membranes cellulaires a partir de culture a 
confluence de fibroblastes de la lignee 3T3 F442A disponible dans le commerce 
20 aupres de la societe Flow Laboratories. 

Ces membranes cellulaires de fibroblastes, constituant une source 
d'enzyme, sont incubees dans le milieu reactionnel en presence d'ATP a 3TC 
pendant un temps prealablement defini. 

L'AMPc forme est dose par Radio Immuno Assay. En considerant 
25 l'activite basale, c-est-a-dire sans effecteur, comme etant de 100 %, on pourra 
determiner Influence d'un effecteur sur le systeme enzymatique. Si l'activit* est 
superieure a 100%, il sera mis en evidence un effet activateur de l'adenylate 
cyclase et, si l'activite est inf6rieure a 100 %, il sera mis en evidence au contraire 
un effet inhibiteur. 

30 

Mise en oeuvre 

Les membranes cellulaires sont purifi6es a partir de fibroblaste en 

culture. 

A ce propos, il faut observer que la purification des membranes cellu- 
35 laires libere de nombreuses enzymes dans le milieu de dosage. Parmi celles-ci, 
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deux sont indesirables pour la mise en oeuvrc du test. II s ! agit d'une part de la Na+, 
K + ATPase qui transfoime 1'ATP en adenosine diphosphate, et d'autre part de la 
phosphodiesterase 3',5-AMPc qui degrade TAMP cyclique en AMP. Aussi est-il 
indispensable, pour obtenir des resultats fiables de ce test, d'inhiber ces deux 
5 enzymes. La premiere le sera au moyen de Touabai'ne, et la seconde au moyen de la 
theophylline. , 

Le milieu reactionnel est done constitue de : 

- 50 fA d'une solution 5 mM d'adenosine ^S'-triphosphate (ATP) a titre de 
substrat 

10 - 100 [A d'une solution 20 mM d'ouaba'ine comme inhibiteur de l'ATPase 

- 100 fd d'une solution 20 mM de Theophilline comme inhibiteur de phospho- 
diesterase 

- 100 fd d'une solution a 0,05 g/1 en matiere seche de I'effecteur 

Apres incubation, on arrete la reaction par chauffage pendant 10 min a 
15 100 # C, on centrifuge et Ton recupere le surnageant pour doser TAMPc par Radio 
Immuho Assay (Kit Immunotech, societe frangaise, reference 1117). 

Resultats 

Les resultats des essais sont repertories dans le tableau ci-apres : 

20 

TABLEAU 1 





Activite basale 


Temoin positif= 
forskoline a g/1 


Tephrosia purpurea a 0,05 g/1 
en extrait sec de Texemple 2 


% tfactivite 


100 


225 


185 



II ressort tres clairement des resultats ci-dessus que l'extrait de la 
25 plante Tephrosia purpurea possede une activite significative importante de stimu- 
lation de i'enzyme adenylate cyclase. En effet, cette activit6 est relativement 
proche de celle du temoin positif constitue par la forskoline, bien que Textrait de 
cette plante ne contient pas cette molecule. 

Ainsi, les extraits de Tephrosia, en particulier de Tephrosia purpurea 
30 constituent une alternative interessante a la forskoline dans son utilisation pour la 
preparation de compositions cosmetiques ou pharmaceutiques. 

Les applications de la presente invention sont notamment celles qui 
decoulent des processus biologiques impliquant le role de TAMPc. Parmi celles-ci, 
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les applications preferees de l'invcntion sont la preparation de composition amin- 
cissantes, de compositions pigmentantes pour la peau ou les cheveux, de composi- 
tions anti-inflammatoires et de compositions destinees a hitter contre les effets du 
vieillissement. 

5 

EXEMPLE4 

Mise en evidence de I'arHvite lip o lvtiqtie des compositions selon 1'invention 

10 - Evaluation de Taction de s compositions selon Invention sur les adipocytes en 
culture 

II a 6te choisi d'evaluer l'efficacite des compositions selon l'invention 
en tant qu'agents lipolytiques sur une lignee de pr6-adipocytcs murins, telle qu'une 
lignee 3T3 F442A disponible dans lb commerce aupres de la Societe Row 
15 Laboratories, qui ont ete s61ectionnes pour leur capacite a se convertir en 
adipocytes si les conditions de culture le permettent. 

(Conformement a la methode de Green, H & Kehinde, C, Cell I (1974) 

113). 

Cette lignee constitue en effet un modfele d'etude de la differenciation 
20 adipocytaire in vitro tout en offrant la possibilite lorsque le ph6notype adipocytaire 
est atteint d'etudier les regulations du fonctionnement cellulaire selon l'invention 
extra-cellulaire. Cette differenciation et sa modulation s'accompagnent d'un 
certain nombre de modifications morphologiques et biochimiques et en particulier, 
les modifications biochimiques concement la liberation du glycerol, au couis de la 
25 lipolyse. 

II est done commode de verifier refficacite des composes a tester par 
une mesure de l'activite de 1'enzyme glycerol-3-phosphate d&hydrogenase 
(denomme G3PDH) qui intervient dans la reaction de lipogenese suivante : 

30 G3PDH 

dihydroxyacetone phosphate + NADH, H+ > glycerol-3-phosphate + NADH 

(DHAP) 

Ainsi, l'activite enzymatique peut etre mesuree selon la mdthode de 
35 dosage du NADH libere par la methode de dosage decrite par Pairault J. et al. dans 
Proc. Nat. Acad. Sci., volume 6, (1979), pages 5138-42. 
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Ces experimentations sont realisees comme suit : 

1) Coitions de culture 

Les pr£-adipocytes sont ensemences dans des boites de P6tri de 35 mm 
5 de diametre (20 000 celiules/boite), en presence de DMEM ("Dulbecco's Modified 
Eagle Medium") contenant 5 % de serum de veau plus 5 % de sfrum de veau 
foetal. 

Le milieu est renouvele deux fois par du milieu DMEM additionne de 
10 % de serum de veau foetal. 

10 Dans ces conditions, la culture atteint la confluence en une semaine 

(J = Jo), a ce stade, la differentiation adipocytaire est activee par 1 'addition 
d'insuline a la concentration de 1 % en poids du milieu de culture. On procede 
egalement a deux changements de milieu de culture DMEM addtionnes a 10 % de 
serum de veau foetal et de 1 % d'insuline. 

15 Ces cellules presentent un etat differencie avance une semaine apres la 

confluence (J = J7). 

2) TTaitemei?t-Viabilite 

Les cellules sont traitees par les produits a tester au stade J7. 
20 Ce traitement consiste a remplacer le milieu de culture soit par du 

milieu complet pour le temoin, soit par ce meme milieu contenant le produit a 
tester a dif f erentes concentrations. 

Pour le dosage d'activite de G3PDH, le milieu de culture est recupere 
7 jours (J = J14) apres le traitement. 

25 

3) Dosage au jour J14 de Tactivite enzvmatique G3PDH 

La monocouche cellulaire est recuperee par grattage et vigoureusement 
homogeneisee dans du tampon TRIS HC1 25 mM, pH 7,4, 1 mM EDTA a 4*C. Le 
dosage de Tactivite G3PDH est determine sur le surnageant du broyat cellulaire 
30 apres centrifugation. 

Ce dosage, effectue selon la methode de dosage de Pairault 
precedemment citee, mesure Tactivite enzymatique, G3PDH rapportee au 
milligramme de proteine. La teneur est proteine est determinee par la methode de 
dosage de proteine de Lowry J. decrite dans Biol. Chem. 193. (1951), pages 265- 
35 75, cette activite enzymatique est exprimee en nanomole/min/mg de proteine. 

On effectue trois essais par echantillon ou par temoin. 
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Les produits testes sont les suivants : 

a) un premier produit temoin pour lequel le milieu DMEM additionne 
de 7,5 fA d'ethanol pour 6 mi de milieu de culture, 
5 b)le meme milieu mais additionne de 60 /d de DMSO 

(dimethylsulfoxyde) pour 6 ml de milieu de culture, 

c) le meme milieu mais additionne d'un extrait de Coleus forskohlii, 
contenant de la forskoline, disponible dans le commerce, a une concentration de 
0,025 g/1 exprimee en poids sec, dilue dans 7,5 fiA d'ethanol pour 6 ml de milieu de 

10 culture, 

d) un produit dans lequel le milieu DMEM precite a ete additionne de 
0,2 g/1 en extrait sec de Tephrosia purpurea tei qu'obtenu a Texemple 2, dilue dans 
60 fA de DMSO pour 6 ml de milieu de culture, 

e) un produit selon lequel le milieu DMEM a ete additionne de 0,1 g/l 
15 d'extrait sec de Tephrosia purpurea obtenu a l'exempie 2, dilue dans 60 /d de 

DMSO pour 6 ml de milieu de culture, 

f) un produit dans lequel le milieu DMEM a ete additionne de 0,05 g/1 
d'extrait sec de Tephrosia purpurea obtenu a Texemple 2, dilue dans 60ytd de 
DMSO pour 6 ml de milieu de culture. 

20 ■ Les resultats obtenus sont repertories au tableau 2 suivant : 



TABLEAU 2 



Produit teste 


Activitd G3PDH 
exprimee en nanomole de NADH libere 
par min/ml de proteine 


Temoin ethanol 


382,68 


Temoin DMSO 


392,36 


Coleus forskohlii 


176,48 j 


Tephrosia (0,2 g/1) 


155,23 


Tephrosia (0,1 g/1) 


353,03 


Tephrosia (0,05 g/1) 


369,64 



25 II ressort tres clairement des resultats du tableau 2 ci-dessus que 

Textrait de la plante Tephrosia purpurea possede une activite significative 
importante d'inhibition de Tactivite G3PDH, traduite par une faible quantite de 
NADH libere. En outre, a partir d ! une concentration de 0,02 g/1, cette activite est 
similaire ou legerement superieure a Tactivite obtenue avec Textrait de Coleus 
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forskohlii qui contient de la forskoline, connue pour son activite de stimulation de 
l'adenylate cyclase et son effet sur les lipolyses. 

Or, il pcut etre avantageux d'irihiber 1'activite G3PDH, avec un produit 
qui ne contient pas de forskoline en constituant ainsi une alternative interessante a 
5 la forskoline dans son utilisation pour la preparation de compositions cosmetique 
ou pharmaceutique, pour les activites qui ont Ste cites precedemment. 

La pr6sente invention sera maintenant decrite en reference a divers 
exemples de formulations de composition cosmetique ou pharmaceutique, 
notamment dermatologique. 

10 

EXEMPLES 

Creme corporelle amincissante 

- Extrait de graines de Tephrosia purpurea selon Texemple 1 1 % 
15 - Excipient pour creme q.s.q .... 100 % 

Cette creme est appliquee au moins une fois par jour pendant 2 a 
3 semaines sur les zones du coips comportant des substances graisseuses jusqu'a 
obtention de Teffet d'amincissement recherche. 

20 EXEMPLE6 

Composition cosmetique pigmentante 

Cette composition comprend les constituants suivants : 

- Extrait de graines de Tephrosia purpurea selon Texemple 1 0,5 % 

25 - Excipient gel cosmetique habituel q.s.p 100% 

Ce gel est applique sur les zones de la peau a pigmenter jusqu'a 
obtention de Teffet desire. 

EXEMPLE 7 

30 

Composition pharmaceutique, notamment dermatologique, anti-inflammatoire 
Cette composition comprend les constituants suivants : 

- Extrait de graines de Tephrosia purpurea selon Texemple 1 0,2 % 

- Excipient pharmaceutiquement acceptable q^.p , 100 % 
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EXEMPLE 8 

Composition cosmctigue antiviei llissement 

Cette composition comprend les constituents suivants : 

5 - Extrait dc graines de Tcphrosia purpurea selon l'exemple 1 0,1 % 

- Excipient cosmetique habituel q.s.p 100 % 

Cette composition est appliquee sur les zones de la peau ou un effet 
antivieillissement est recherche pendant une periode de temps sufBsante, en 
general de Tordre de plusieurs semaines a plusieurs mois selon les sujets. 
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REVINDICATIONS 

1. Utilisation d'un extrait de la plante du genre Tephrosia, en particulier 
de l'espece Tephrosia purpurea, comme substance active, pour la preparation d'une 

5 composition pharmaceutique, notamment dermatologique, ayant une activite de 
stimulation de 1'enzyme adenylate cyclase, une activite d'amincissement corporel, 
une activite anti-inflammatoire, une activite pigmentante et une activity anti- 
vieillissement, en particulier par voie topique, eventuellement dans un support, 
vehicule ou excipient pharmaceutiquement, notamment dermatologiquement, 
10 acceptable. 

2. Utilisation d'un extrait de la plante du genre Tephrosia, en particulier 
de l'espece Tephrosia purpurea, comme agent cosmetique pour stimuler Tenzyme 
adenylate cyclase, pour obtenir un effet d'amincissement corporel, pour obtenir un 
effet pigmentant ou pour obtenir un effet anti-vieillissement, en particulier par 

15 voie topique. 

3. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que 
Pextrait precite est un extrait de graines. 

4. Utilisation selon la revendication 1 ou 3, caracterisee en ce que 
Pextrait precite est un extrait de graines de l'espece Tephrosia purpurea. 

20 5. Utilisation selon Tune des revendications precedentes, caracterisee 

en ce que l'extrait est present dans une composition a raison de 0,001 a 5 %, de 
preference 0,01 a 5 %, en poids d'extrait de Tephrosia par rapport au poids total de 
la composition. 

6. Utilisation selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
25 caract6risee en ce que l'extrait pr6cit6 est un extrait obtenu a partir d'un solvaht 

^extraction alcoolique en C^-Cg ou hydro-alcoolique en C1-C6 ; lc solvant 
alcoolique est en particulier choisi parmi le methanol ou Tethanol. 

7. Procede de traitement cosmetique pour obtenir une stimulation de 
Tenzyme adenylate cyclase, pour obtenir un effet tfamincissement corporel, pour 

30 obtenir un effet pigmentant ou un effet anti-vieillissement, caracterise en ce qu f il 
comprend Tapplication par voie topique sur des zones concernees d ! un patient, en 
particulier Tepiderme ou les cheveux d'une quantite cosmetiquement efficace tfun 
extrait de la plante du genre Tephrosia, en particulier de Tespece Tephrosia 
purpurea, eventuellement dans un excipient, support ou vehicule cosmetiquement 

35 acceptable. 
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8. Procede selon la revendication 7, caracterise en cc qu'on applique 
l'extrait sous foime d'une composition qui comprend de 0,001 k 5 %, de pr6f6rence 
0,01 a 5 %, en poids d'extrait par rapport au poids total de la composition. 

9. Procede selon la revendication 7 ou 8, caracterise en ce qu'on 
5 applique Textrait de Tephrosia sur des zones de Tepiderme ou un amincissement 

corporel est recherche. 

10: Procede selon la revendication 7 ou 8, caracterise en ce qu'on 
applique Textrait de Tephrosia sur des zones de Tepiderme ou des cheveux ou une 
pigmentation est recherchee. 
10 11. Procede selon la revendication 7 ou 8, caracterise en ce que Pextrait 

de Tephrosia est applique sur des zones de l'epiderme ou une activite anti- 
vieillissement est recherchee. 
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